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油酰乙醇胺对人脐静脉内皮细胞血管细胞黏附分子21 表达的影响
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　　摘 　要 :目的 探讨油酰乙醇胺 (OEA)对肿瘤坏死因子α(TNF2α)诱导的人脐静脉内皮细胞血管细胞黏附分子21
(VCAM21)表达的影响。方法 体外培养人脐静脉内皮细胞 ,分别加入 3 种不同浓度的 OEA (10 ,50 ,100μmol/ L) 或非
诺贝特 (10 ,50 ,100μmol/ L)共同孵育 10 h ,再加入 TNF2α共同孵育 6 h ,采用实时定量逆转录聚合酶链式反应和酶联
免疫吸附剂检测测定 VCAM21 以及 mRNA 和蛋白的表达 ,并采用 Western blot 方法检测过氧化物酶体增殖物激活受
体α(PPAR2α)的蛋白表达。结果 与非诺贝特相比 ,不同浓度的 OEA 更加显著地抑制人脐静脉内皮细胞 VCAM21
mRNA 和蛋白的表达 ,随着浓度的增大 ,抑制作用逐渐增强。Western bolt 结果显示 OAE 能明显增强 PPAR2α蛋白的
表达。结论 OEA 对 TNF2α引起的内皮细胞受损起到保护作用 ,其机理可能与上调过 PPAR2α有关。
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Effect of oleoylethanolamide on expression of vascular cell adhesion
molecule21 in human umbilical vein endothelial cells
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　　Abstract : Purpose To investigate the effect of oleoylethanolamide (OEA) on tumor necrosis factorα
(TNF2α) induced the expression of vascular cell adhesion molecule21 (VCAM21) in human umbilical vein en2
dothelial cells (HUVECs) . Methods OEA and fenofibrate of different concentrations were incorporated in HU2
VECs for 10 hours respectively. Human recombinant TNF2αwas then incubated with HUVECs for 6 hours. The
expression of VCAM21 in mRNA level and protein level was detected by real2time quantitative RT2PCR and en2
zyme linked immunosorbent assay. Protein level of peroxisome proliferator2activated receptorα( PPAR2α) was
determined by Western bolt . Results Compared with fenofibrate , OEA significantly inhibited the expression of
VCAM21 mRNA and protein in a dose2dependant manner. The result of Western blot showed that OEA up2reg2
ulated the protein level of PPAR2α. Conclusion OEA could protect endothelial cell from activation of cytokine
through a PPAR2αpathway.
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　　油酰乙醇胺 (Oleoylethanolamide ,OEA) 是动物磷
脂的 1 个成分 ,在受到许多生理性刺激如脑神经元
的递质受体被激活时[122 ] ,及在大鼠小鼠小肠的摄取
营养时[3 ] ,OEA 被合成。根据细胞中 OEA 的产生是
受刺激依赖的方式 ,推论 OEA 参与细胞与细胞间的








因子诱导的血管黏附分子21 (VCAM21) 的表达 ,从而




(HUVECs) ,观察 OEA 对血管内皮细胞黏附分子表
达的影响。
1 　材 　料
OEA ,厦门大学化学化工学院合成 ;非诺贝特 ,
美国 Sigma 公司 ; TNF2α,英国 Peprotech 公司 ; Trizol ,
美国 Invitrogen 公司 ;反转录试剂盒 ,Fermentas 公司 ;
SYBR Green PCR 混合液 ,美国 Applied Biosystems 公
司 ;BCA 试剂盒 ,武汉博士德生物工程公司 ;兔抗人
VCAM21 单克隆抗体 ,Chemicon 公司 ;兔抗人 PPAR2α
单克隆抗体 ,兔抗人β2actin 单克隆抗体 ,Santa Cruz
公司 ;PVDF 膜 ,ECL 发光系统 ,辣根过氧化物酶标记
羊抗兔二抗 ,Amersham 公司 ;兔抗人 Ⅷ因子相关抗
原免疫组织化学检测试剂盒 ,北京中杉金桥生物技
术有限公司。
核酸蛋白测定仪 ,美国 BECKMAN COULTER 公
司 ;荧光定量 PCR 仪 ,美国 Applied Biosystems 公司 ;
多功能酶标仪 ,美国 Molecular Devices 公司 ; Western
blot 体系 ,美国 BioRad 公司。
2 　方 　法
2. 1 　细胞分离及培养





DMEM 培养基 1 g ,NaHCO3 0. 36 g ,青霉素、链霉素各
1 000 u ,胎牛血清 10 mL ,加水至 100 mL。实验采用
3～6 代细胞。
2. 2 　不同浓度 OEA 和非诺贝特对人脐静脉内皮细
胞 VCAM21 mRNA 表达的影响
培养液中分别加入 OEA 或非诺贝特 ,使培养液
中 OEA 或非诺贝特的终浓度为 10 ,50 ,100μmol/ L ,
孵育 10 h 后 ,加入 TNF2α,使其终浓度为 20 ng/ mL ,
孵育 6 h 后收集细胞 ,用 Trizol 提取细胞总 RNA ,测
量浓度后 ,按照反转录试剂盒说明取总 RNA 1μg 进
行反转录 ,取反转录产物 0. 5μg 按照 PCR 试剂盒要
求建立反应体系 ,充分混合后置于荧光定量 PCR 仪
上进行扩增 ,扩增条件为 :50 ℃2 min ,95 ℃10 min 预
变性 ,然后两步法进行扩增 ,95 ℃15 s →60 ℃1 min ,
做 40 个循环。结果以 GAPDH 为内参 ,以 TNF2α组




G GA3′; GAPDH :正义引物 5′GCACCGTCA AGGCTGA
GAAC3′,反义引物 5′TGGTGAAGACGCCAGTGGA3′。
2. 3 　不同浓度 OEA 和非诺贝特对人脐静脉内皮细
胞表面 VCAM21 蛋白表达的影响
将 HUVECs 以 2 ×104/ mL 的细胞悬液接种于 96
孔培养板 ,每孔 200μL ,置 37 ℃、5 %CO2 培养箱中培
养 24 h ;培养液中分别加入 OEA 或非诺贝特 ,配制
成含有 OEA 或非诺贝特 10 ,50 ,100μmol/ L 的稀释
液 ,加入上述细胞中 (200μL/ 孔) ,每种浓度设 3 个
复孔 ,孵育 10 h 后换为含有 TNF2α20 ng/ mL 的培养
液 ,继续培养 6 h ;每孔用 pH 7. 4 磷酸盐缓冲液
(PBS)洗 3 遍后加入 4 %多聚甲醛 100μL 室温下固
定 15 min ,随后加入 2 %牛血清白蛋白 (BSA) 100μL
室温下固定 1 h ;将兔抗人 VCAM21 单克隆抗体用
1 %BSA 以 1 : 400 稀释后 ,每孔加入抗体稀释液 50
μL ,4 ℃孵育过夜 ;PBS 洗 3 遍后加入 1∶1 000 稀释的
羊抗兔二级抗体 50μL ,37 ℃孵育 1 h ;PBS 洗 3 遍后
加入底物 100μL ,室温下反应 15 min 后用 2 mol/ L
H2SO4 溶液 100μL 终止反应 ,然后在酶标仪上测定
其吸光度 ( A ) ,测定波长为 450 nm ,校正波长为
630 nm。
2. 4 　不同浓度 OEA 对人脐静脉内皮细胞 PPAR2α
蛋白表达的影响
培养液中分别加入 OEA ,使培养液中 OEA 的终
浓度为 10 ,50 ,100μmol/ L ,孵育 10 h 后 ,收集细胞 ,
加入裂解液裂解 30 min 后 ,12 000 ×g 离心 15 min ,
取上清液用 BCA 方法进行蛋白浓度的测定。SDS2
PAGE每孔上样量为 50μg ,蛋白经电泳分离后 ,采用
半干电转印的方法将胶上蛋白转印到 PVDF 膜上 ,
5 %脱脂牛奶 4 ℃封闭 1 h ,然后分别加入 1∶1 000 稀
释的兔抗人 PPAR2α单克隆抗体和兔抗人β2actin 单
克隆抗体 4 ℃孵育过夜 ,PBS2T(PBS 1 00 mL ,吐温 20
500μL ,pH 7. 4)洗 3 遍后加入 1∶1 000 稀释的羊抗
兔二级抗体 37 ℃孵育 1 h ,PBS2T洗 3 遍加入 ELC底
物后曝光 ;图像用 Quantity One 软件分析 ,结果以目
的蛋白 PPAR2α与内参蛋白β2actin 的光密度 (OD) 比
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值 (相对 OD 值)表示。
2. 5 　统计学处理
采用 SPSS13. 0 医学统计学软件进行分析 ,所有数
据以( x ±s)表示 ,两组间样本均数比较采用 t 检验。
3 　结 　果
3. 1 　OEA 对内皮细胞 VCAM21 mRNA 表达的影响
OEA 能显著抑制 TNF2α 诱导的内皮细胞
VCAM21 mRNA 的表达 ,结果见表 1 ,图 1。当无药物
保护时 ,在 TNF2α诱导下 ,内皮细胞中 VCAM21mRNA
表达明显升高。药物保护 10 h ,3 种浓度的 OEA 均
能抑制 TNF2α诱导的 VCAM21mRNA 表达的升高 ,抑
制率[药物保护 VCAM21mRNA 表达 (药物组) / 无药
物保护 VCAM21mRNA 表达 (TNF2α组) ]分别为 (76. 63
±5. 14) % , (45. 67 ±4. 21) % , (25. 31 ±4. 55) %。随
着浓度的增加 OEA 抑制率也随之增大 ;与非诺贝特
组比较 ,OEA 对 VCAM21 的抑制作用要大于非诺贝
特组的抑制作用 ,在药物浓度为 100μmol/ L 时 ,OEA
的抑制作用是相同浓度非诺贝特的 2. 44 倍。
表 1 　OEA 对内皮细胞 VCAM21 mRNA 表达的影响 ( n = 3 , x
±s)
Tab 1 　Effect of OEA on mRNA expression of VCAM21 in HUVECs






对照组 - 3. 65 ±0. 912
TNF2α组 - 100 ±0
药物组 　 10 81. 09 ±6. 371 76. 63 ±5. 142
50 62. 56 ±12. 851 45. 67 ±4. 212
100 61. 04 ±5. 122 25. 31 ±4. 552
　　与 TNF2α组相比 :1 P < 0. 05 ,2 P < 0. 01
　　vs TNF2αgroup :1 P < 0. 05 ,2 P < 0. 01
1.对照 ; 2～8. TNF2α诱导 6 h ; 2. 无药物保护 ,TNF2α组 ; 3～5. 10 ,
50 ,100μmol/ L OEA 保护 10 h ; 6～8. 10 ,50 ,100μmol/ L 非诺贝特保护
10 h
1. Control ; 228. Induced with TNF2αfor 6 h ; 2. TNF2αgroup ; 325. Treatment
with 10 , 50 , 100 μmol/ L OEA for 10 h ; 628. Treatment with 10 , 50 , 100
μmol/ L fenofibrate for 10 h
图 1 　OEA 对内皮细胞 VCAM21mRNA 表达的影响
Fig 1 　Effect of OEA on mRNA expression of VCAM21in HUVECs
3. 2 　OEA 对内皮细胞表面 VCAM21 蛋白表达的影响
ELISA 结果表明 ,OEA 可以显著抑制 TNF2α诱
导的内皮细胞表面 VCAM21 蛋白的表达 ,结果与
mRNA 结果一致 (表 2) 。OEA 和非诺贝特对 TNF2α
诱导 VCAM21 的表达均具有抑制作用 ,且抑制作用
随着浓度的增加而增强 ,3 种浓度的 OEA 相对于
TNF2α组的抑制率分别为 (74. 21 ±4. 28) % , (60. 93
±1. 89) % , (44. 11 ±2. 82) %。与非诺贝特相比 ,
OEA 对内皮细胞表面 VCAM21 蛋白表达的抑制作用
更加明显。
表 2 　OEA 对内皮细胞VCAM21 蛋白表达的影响 ( n = 3 , x ±s)
Tab 2 　Effect of OEA on protein expression of VCAM21 in HUVECs





非诺贝特 　 OEA 　
对照组 - 0. 132 ±0. 0212
TNF2α组 20 ng/ mL 0. 380 ±0. 024
药物组 10 0. 290 ±0. 036 0. 232 ±0. 0411
50 0. 236 ±0. 0121 0. 188 ±0. 0332
100 0. 215 ±0. 0291 0. 168 ±0. 0222
　　　与 TNF2α组相比 :1 P < 0. 05 ,2 P < 0. 01
　　　vs TNF2αgroup :1 P < 0. 05 ,2 P < 0. 01
3. 3 　OEA 对内皮细胞 PPAR2α蛋白表达的影响
Western blot 方法检测内皮细胞中 PPAR2α蛋白
的表达 ,结果见表 3 ,图 2。OEA 作用 10 h 增加了内
皮细胞 PPAR2α的表达 ,随着浓度的增加 ,OEA 的作
用能增强 ,与空白组相比较 ,3 个浓度的 OEA 诱导
PPAR2α的表达分别增加 1. 25 ,1. 46 ,1. 79 倍 ,结果表
明 OEA 增加其受体的蛋白表达。
表 3 　OEA 对内皮细胞 PPAR2α蛋白表达的影响 ( n = 3 , x ±s)
Tab 3 　Effect of OEA on protein expression of PPAR2αin HUVECs
( n = 3 , x ±s)
组别 浓度/ (μmol/ L) 相对 OD 值
对照组 - 0. 302 ±0. 024
OEA 组 10 0. 420 ±0. 049
50 0. 440 ±0. 0361
100 0. 539 ±0. 0541
　　　与对照组相比 :1 P < 0. 05





血管疾病中起着重要作用[8 ] 。VCAM21 在动脉粥样
硬化早期斑块形成过程中起到了重要作用。TNF2α
能刺激人血管内皮细胞中 VCAM21 表达 ,非诺贝特
作为 PPAR2α激动剂 ,可以通过激活 PPAR2α抑制内
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1. 对照 ; 2～4. 10 ,50 ,100μmol/ L OEA 保护 10 h
1. Control ; 224. Treatment with 10 ,50 ,100μmol/ L OEA for 10 h
图 2 　OEA 对内皮细胞 PPAR2α蛋白表达的影响
Fig 2 　Effect of OEA on protein expression of PPAR2αin HUVECs
皮细胞 VCAM21 的表达[9 ] 。VCAM21 基因的启动子
上含有 NF2κB 的结合位点。研究已证明 ,激活的
PPAR2α通过抑制 NF2κB 与 VCAM21 启动子的结合 ,
抑制启动子活性 ,从而达到抑制 VCAM21 的表达[7 ] 。
OEA 在结构上与大麻受体配体相似 ,但是并不
激活大麻受体。OEA 与 PPAR2α有很强的亲和力 ,
是 PPAR2α的内源性配体[10 ] 。OEA 可以通过激活
PPAR2α抑制肥胖大鼠的食欲并减轻其体重 ,在脂质
代谢中起到重要作用[5 ] 。但是作为 PPAR2α内源性
配体 ,OEA 是否与 PPAR2α的外源性配体贝特类药
物一样 ,具有抗动脉粥样硬化作用 ,OEA 能否抑制
VCAM21 的表达 ,目前国内尚未见报道。本研究结
果表明 ,OEA 对 TNF2α诱导的 HUVECs VCAM21 表达
有显著抑制作用 ,而且与合成类 PPAR2α激动剂非诺
贝特相比 ,OEA 对 VCAM21 抑制作用更强。为了阐
明 OEA 是否通过激活 PPAR2α而起到对 VCAM21 的
抑制 ,本实验采用 Western blot 技术研究 OEA 对
PPAR2α蛋白表达的影响。结果表明 ,OEA 可以增强
PPAR2α蛋白的表达 ,随着浓度增加 ,增强作用增大 ,
此作用与其抑制 VCAM21 的作用呈正相关。说明





链不饱和脂肪酸也是 PPAR2α受体激动剂[12 ] 。OEA
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